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FASCICOLO 1 


ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E DI TERAPIA DELL’UNIVERSITA DI MILANO 
(Direttore: Prof. L. Villa) 


Considerazioni intorno all’azione esercitata da alcune vitamine 


su attivita enzimatiche del fegato e del cuore di ratto digiunante 


N. DIOGUARDI - L. ROSSI 


E noto come alcune cardiopatie, ein special 
modo quelle in fase di scompenso congestizio 
di circolo, vengano talora trattate con lo stato 
di digiuno assoluto protratto a lungo allo scopo 
di declorurare e disidratare il malato, di abolire 
il lavoro digestivo, di abbassare il metabolismo 
di base. Questa terapia aiuterebbe grandemente 
il trattamento digitalico ¢, talvolta anche da 
sola, porterebbe alla restaurazione della nor- 
male funzione contrattile ¢ del fisiologico me- 
tabolismo del miocardio (7). 

Tale trattamento pone ovviamente il quesito 
della influenza dello stato di inanizione totale 
sul contenuto di proteine funzionali (contratti- 
lita) e di proteine enzimatiche nell’ambito del 
miocardio, almeno per quanto possa consentire 
l'indagine clinica. 

Tale quesito non é di scarsa importanza in 
quanto si riferisce a circostanze, come é ap- 
punto il caso dello scompenso di circolo, om 4 
quali il cuore ¢ sottoposto a particolari richie- 
ste di attivita ¢ percid in condizioni speciali di 
impiego e di logoramento delle sue strutture ¢ 
soprattutto dei sistemi che catalizzano le rea- 
zioni chimiche collegate con le attivita di esse. 


E noto, e d’altra parte ¢ intuitivo, come il 
digiuno sia capace di ingenerare una diminu- 
zione del tenore proteico dei vari organi. Tale 
diminuzione non é uniforme, ma varia da or- 
gano a organo (1, 2, 3) ed é accompagnata, 
come anche noi abbiamo potuto dimostrare 
in lavori sperimentali precedenti eseguiti sul 
ratto, da una diminuzione di alcune attivita 
enzimatiche del cuore ed in special modo del 
fegato (4, 5, 13, 14, 15, 21,22, 23,24, 26). Questi 
dati, correlati col quesito prima posto, rendono 
interessante lo studio di tale fenomeno nel senso 
di stabilire se esso, oltre che alla carenza pro- 
teica di per st, come é gia stato constatato, 
(14, 15) fosse legato, nello stato di digiuno 
protratto, anche alla carenza di altri fattori 
alimentari, quali, per esempio, le vitamine 
che sono costituenti essenziali di molecole 
enzimatiche. 

Ci siamo percié accinti a indagare se la som- 
ministrazione di vitamine del gruppo B per 
os a ratti digiunanti fosse in grado di influen- 
zare la diminuzione di attivita enzimatiche 
del cuore ¢ del fegato, alla quale sopra abbiamo 
accennato. 
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PROVE SPERIMENTALI 


MATERIALE E METODI 


Due gruppi di ratti maschi albini di ceppo Italico, 
del peso medio di g 200 e dell’eta media di 90 giorni, 
nutriti in precedenza con dieta standard secondo 
Randoin e Causeret (19), venivano posti a digiuno 
per 10 giorni. 

Ad uno dei due gruppi durante questo periodo si 
somministrava quotidianamente, per sonda esofagea, 
una miscela vitaminica nella dose di cc 0,5 pro die. 
La miscela vitaminica era cosi composta: 


Vitamina Bs 


Vitamina B, ...... » 20 » » 
Vitamina B2 ...... » 40 » 
Ca-pantotenato..... » » » 
Nicotinamide ...... » 600 » 
Paraminobenzoato di 

gr 6 » » 
» 6 » » 
mg I » 
Vitamina B,2 ..... » 0,2 » » 
Acido folico » 


Venivano eseguite ricerche di controllo su ratti 
nutriti con dieta equilibrata. Il decimo giorno gli 
animali venivano sacrificati mediante decapitazione. 
L’organo in studio era rapidamente prelevato e omo- 
geneizzato in KCl isotonico. Le misurazioni erano 
eseguite in apparato di Warburg. 

Le attivita enzimatiche studiate sono: 
la respirazione endogena del tessuto mediante tec- 

nica da noi messa a punto (8); 
la ossidasi succinica col metodo di Schneider e Pot- 

ter (20); 
la _citocromossidasi col metodo di Schneider e Pot- 

ter (20); 
ossidasi alfachetoglutarica secondo Potter e 

Coll. (17); 
la ossaloaceticossidasi pure secondo il metodo ela- 

borato da Potter e Coll. (17-18). 


Inoltre abbiamo studiato la ossidazione del piru- 
vato sia in presenza di malonato che di ossaloacetato. 


REAGENTI 


Il citocromo C ci é stato gentilmente fornito dal- 
I’Istituto Sieroterapico Milanese per la cortesia del 
Prof. A. De Barbieri. Il suo titolo in ferro é risul- 
tato pari al 0,45 %. 

Il DPN (difosfopiridinnucleotide) con titolo di 
purezza pari al 60%; il FAD (flavinadenindinucleo- 
tide) con titolo pari al 15 % e la esochinasi ci sono 
forniti dalla Sigma Chem. 

Gli altri prodotti ci sono stati forniti dalle Case 
Roche e Lepetit. 
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RISULTATI 
Respirazione endogena (Tab. I). 


I nostri dati sono espressi in riferimento alla 
unita di peso fresco. 

Questa modalita di espressione ¢, come é 
noto, soggetta a numerose limitazioni quando 
debbano essere comparati tra loro dati riferen- 
tisi ad organi diversi od anche allo stesso or- 
gano in condizioni di esperimento che pro- 
vochino in esso lesioni anatomiche e biochi- 
miche. 

Tali limitazioni sono ancora pit importanti 
nel caso del digiuno che, provocando varia- 
zioni del contenuto idrico, proteico e del gli- 
cogeno, influenza grandemente la significa- 
tivita di questo metodo di espressione. 

Non ci é stato possibile fino ad oggi indivi- 
duare una modalita pit adeguata di espressione 
per il caso specifico di questa ricerca, che para- 
gona dati ottenuti dal cuore con altri ottenuti 
dal fegato. 

Per quanto riguarda quest’ultimo organo, 
nel corso di altre ricerche, abbiamo potuto 
ottenere dati significativi esprimendo le atti- 
vita enzimatiche studiate in rapporto ad un 
nucleo di cellula epatica. Ci manca un riferi- 
mento ugualmente valido per il cuore, spe- 
cialmente se i dati di questo ultimo organo 
devono venir paragonati con quelli del fegato. 

Anche la espressione per azoto totale ci é 
risultata ugualmente inadeguata tenendo pre- 
sente che noi non conosciamo quanto delle 
proteine perdute, e quindi di azoto, appar- 
tenga a proteine funzionanti e quanto a 
proteine di deposito o strutturali. L’errore che 
nella interpretazione dei dati pud derivare da 
questo fatto é particolarmente evidente quando 
si pensi che con la nostra ricerca intendiamo 
giungere ad una valutazione, sia pure appros- 
simativa, della quota di proteine enzimatiche 
ottenuta attraverso lo studio di alcune attivita 
da essa dipendenti. 

Pertanto abbiamo anche espresso i nostri 
risultati considerando uguali a 100 i valori di 
base ed esprimendo in funzione di essi quelli 
delle altre 3 condizioni sperimentali adottate. 
In questo modo vengono significate in valore 
percentuale soltanto le variazioni ottenute 
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TABELLA I 


Animale nutrito 


Animale digiuno Animale digiuno 


vitam. 
FEGATO 
205 274 175 186 236 236 
Base + Substrati + Coenzimi 420 §60 $10 $42 $§0 §§0 
CUORE 
Base + Substrati + Coenzimi + Energia............... 390 695 400 333 610 470 | 


dalla aggiunta dei vari fattori limitanti, pre- 
scindendo dai valori assoluti delle attivita re- 
spiratorie. In via indiretta é cosi possibile valu- 
tare il diverso comportamento dei tessuti in 
studio. 

TABELLA I 


I dati sono espressi per 100 mg di tessuto fresco 
e per ora. Inoltre sono stati espressi in valore per- 
centuale ponendo la respirazione di base uguale a 
100. Per respirazione di base si intende il consumo 
di O2 che si ottiene sospendendo 1 ml di omogenato 
di organo (al 10% in KCl isotonico) in 2 ml di 
Ringer salino. 

I valori espressi dalla voce Base + Substrati sono 
quelli ottenuti sospendendo 0,1 ml di omogenato in 
medium II di Krebs. 

La voce Base + Substrati Energia esprime i 
valori ottenuti aggiungendo alla esperienza allestita 
come la precedente ml 0,3 di glucosio 20% nella 
cavita principale e nel braccio laterale 50 y di esochi- 
nasi e ml 0,1 di ATP (sol. 0,1 M). Il contenuto del 
braccio laterale viene versato nella cavita principale 
dopo la prima lettura manometrica. 

La voce Base + Substrati + Coenzimi esprime 
i valori ottenuti aggiungendo alla esperienza allestita 
sospendendo 0,1 ml di omogenato in medium II di 
Krebs, i seguenti coenzimi: FAD (sol. 0,1 %) ml 0,2; 
citocromo C ml 0,2 (sol. 4 x 10-*); DPN (sol. 0,5 %) 
ml 0,2. 

La voce Base + Substrati + Coenzimi + Energia 
esprime i valori ottenuti aggiungendo alla esperienza 


allestita come la precedente il glucosio, PATP e la 
esochinasi. 

Ovunque venivano posti ml 0,2 di sol. M/1o di 
amide nicotinica allo scopo di proteggere i coenzimi 
dai rispettivi enzimi litici. 

Nel pozzetto centrale si poneva KOH 2 N (0,2 ml) 
e carta da filtro arrotolata, per l’assorbimento del 
CO; prodotto. 

Gas ambiente: aria. Letture eseguite ogni 10 mi- 
nuti a T di 30°C. 

Le attivita respiratorie del fegato espresse 
come variazione percentuale del valore di base 
(omogenato sospeso in Ringer salino) presen- 
tano un comportamento analogo, quando si 
paragonino 1 dati ottenuti dall’animale tenuto 
a dieta equilibrata con quello digiunante. Non 
riteniamo tuttavia significative le differenze 
riscontrate in questi due gruppi di animali, in 
quanto verosimilmente legate alle variazioni 
del contenuto idrico e del glicogeno che in- 
fluiscono sul peso fresco dell’organo. 

I risultati espressi come valore percentuale 
della Base ci mostrano come nell’animale nu- 
trito, l’aggiunta del sistema liberatore di Ener- 
gia al sistema Base Substrati non aumenta 
lattivita respiratoria; al contrario si verifica 
un aumento per aggiunta di Coenzimi al si- 
stema Base Substrati. 
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Un ulteriore aumento dell’attivita respira- 
toria ¢ ottenibile con l’aggiunta del sistema 
liberatore di Energia al sistema Base Sub- 
strati - Coenzimi. Pertanto il complesso 
Substrati-Coenzimi-Energia aggiunto all’omo- 
genato si comporta come fattore limitante la 
respirazione endogena. 

Nella situazione sperimentale di digiuno 
questo dato viene riconfermato con la diffe- 
renza che in presenza di Base - Substrati ¢ di 
Base Substrati Energia si hanno delle 
variazioni sensibilmente pitt basse di quanto 
non avvenga nell’animale nutrito, mentre se 
ai Substrati si aggiungono anche i Coenzimi 
l’attivita respiratoria subisce un notevole in- 
cremento pur non raggiungendo i valori ot- 
tenuti nell’animale nutrito. 

Questo fa pensare che nelle condizioni di 
digiuno i Coenzimi siano un fattore limitante 
pitt importante degli altri nei riguardi della 
respirazione endogena. 

L’aggiunta alla Base dei Substrati, dei Co- 
enzimi e del sistema liberatore di energia, 
riporta l’attivita a valori del tutto uguali a 
quelli che si hanno nell’animale normale 
nutrito. 

Per quanto riguarda -gli animali digiunanti 
sottoposti a trattamento vitaminico, non i 
Coenzimi, ma il sistema energetico sembra 
fungere da fattore limitante l’attivita respira- 
toria; infatti, aggiunto al sistema Base - Sub- 
strati € capace da solo, senza aggiunta di 
Coenzimi, di clevare l’attivita respiratoria fino 
a valori uguali, anzi un po’ superiori, a 
quelli ottenuti da animali nutriti. 

I Coenzimi aggiunti da soli al sistema Base 
Substrati sono capaci di provocare un fortis- 
simo aumento di questa stessa attivita fornen- 
doci i valori pit elevati. 

I] sistema completo (Base Substrati 
Coenzimi Energia) da valori di attivita 
respiratoria uguali a quelli ottenuti negli ani- 
mali normali e digiunanti. 

Nel cuore si osserva invece un comporta- 
mento diverso. 

Per quanto riguarda I’animale nutrito si nota 
che in presenza dei vari fattori limitanti, l’at- 
tivita respiratoria ha un andamento analogo 
a quello riscontrato nel fegato. 
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Nello stato di digiuno si apprezza invece 
una netta diminuzione dell’attivita sia in pre- 
senza di tutti i fattori limitanti studiati, che in 
presenza del sistema completo. Questo fatto 
proverebbe che la diminuzione di attivita é 
da imputarsi in parte anche ai supporti pro- 
teici venuti meno per effetto della inanizione, 
oltre che alla carenza di Substrati, di Coenzimi 
e di Energia libera. 

Negli animali in trattamento vitaminico 
si nota come il principale fattore limitante 
sia il sistema capace di liberare energia. Infatti 
l’aggiunta di esso al sistema Base + Substrati 
si ¢ dimostrata capace da sola di portare 
l’attivita respiratoria a valori analoghi a quelli 
ottenuti in presenza contemporaneamente di 
Subtrati, di Coenzimi ¢ di Energia. 

L’aggiunta di Coenzimi non é capace di 
innalzare i valori della respirazione endogena; 
cid starebbe a significare che essi in questa 
situazione sperimentale non si comportano 
come fattore limitante di qualche impor- 
tanza. 

La presenza del sistema completo provoca 
un netto aumento dell’attivita respiratoria 
dell’omogenato la quale tuttavia si mantiene 
a valori pitt bassi di quelli normali. Cid dimo- 
strerebbe che accanto al sistema energetico, 
anche altri fungono da fattore limitante la 
respirazione endogena. 


Ossidazione dei substrati ossidabili (Tab. II). 


I dati analitici mettono in evidenza un du- 
plice ordine di fatti nei riguardi delle attivita 
studiate a carico del fegato, e cioé una dimi- 
nuzione pili o meno importante delle attivita 
nel digiuno assoluto, valori di attivita nor- 
mali, 0 esprimenti una tendenza a riportarsi 
alla norma per gli animali in trattamento 
vitaminico. 

A carico del cuore si é osservato, nello stato 
di digiuno, un comportamento non univoco 
delle attivita enzimatiche studiate. Mentre la 
attivita succinossidasica, la ossidazione del pi- 
ruvato attraverso la via del ciclo di Krebs c 
la alfachetoglutaricossidasi sono diminuite in 
modo pit o meno sensibile, si nota un au- 
mento a carico della attivita ossaloaceticos- 
sidasica citocromossidasica. 
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TABELLA II 


FEGATO 


Nutriti Digiuni 


1800 1460 
Piruv. 172 100 
194 140 


Dati espressi per 100 mg di tessuto fresco. 


Gli animali in trattamento vitaminico hanno 
invece mostrato attivita enzimatiche pit. vi- 
cine a quelle ottenute negli animali nutriti. 

Solo la alfachetoglutaricossidasi in queste 
condizioni sperimentali, pur mostrando un 
sensibile aumento di attivita, é rimasta al di 
sotto dei valori normali. 

Pur tenendo conto della limitazione deri- 
vante dalla modalita di espressione del dato, 
in sintesi ¢ possibile affermare che le ossidasi 
del ciclo di Krebs nel cuore sono pit resistenti 
al digiuno di quelle del fegato. 


DISCUSSIONE 


ll fatto che nella condizione di digiuno pro- 
tratto il cuore in presenza del sistema com- 
pleto mostri di avere una respirazione endo- 
gena pit: labile di quella del fegato, mentre 
le varie ossidasi studiate si dimostrino pit re- 
sistenti nel cuore, sta a dimostrare come nel- 
lambito di quest’organo esistano minori pos- 
sibilita adattative capaci di mantenere un certo 
livello ossidativo. 

Resta da spiegare il valore pit alto ottenuto 
studiando il fenomeno respiratorio in presenza 
di Substrati ¢ di Coenzimi soltanto, senza ag- 
giunta di energia libera, nell’ambito del fegato 
di animale in trattamento vitaminico. Cid 
vale forse a dimostrare che in queste condi- 
zioni sperimentali il tessuto epatico é capace 
di utilizzare tutta l’energia disponibile, met- 
tendo cosi in azione tutti i meccanismi respi- 


CUORE 

Digiuni Digiuni 

N 
Vitam. _— Digiuni Vitam. 
1732 4000 3100 3900 
462 420 §70 450 
172 - — 
216 987 850 1000 
404 ISI 270 
gooo 4000 4050 4100 


ratori in suo possesso. Appare interessante, an- 
che come ipotesi di lavoro, uno studio dell’at- 
tivita ATPasica in queste condizioni speri- 
mentali al fine di provare per esempio se questo 
fenomeno ¢ riportabile ad una attivita di que- 
sto tipo. 

Il digiuno pertanto, influisce in senso nega- 
tivo sull’attivita respiratoria ¢ quindi sui sistemi 
enzimatici a questa collegati. La somministra- 
zione di vitamine tende nell’ambito di questi 
ultimi a riparare questo difetto. 

Il fatto che la somministrazione di vitamine 
determina, o tende a determinare, un’azione 
preservatrice sulle attiviti enzimatiche stu- 
diate, pone il problema di una eventuale 
azione contrastante la perdita che le vitamine 
eserciterebbero nei riguardi degli apoenzimi. 

Questo fatto ci pare di rilevante interesse 
anche perché consente di avanzare I'ipotesi 
che la perdita delle proteine enzimatiche da 
digiuno possa essere in rapporto, per lo meno 
in certi organi, col contenuto tissutale di 
Coenzimi, cioé che si perdano solo quelle 
proteine enzimatiche che non sono pit legate 
al proprio coenzima. 

Esisterebbe la possibilita da parte del tessuto 
anche dopo digiuno prolungato di utilizzare 
le vitamine come coenzimi. Il difetto di sup- 
porti proteici osservato nelle condizioni di 
digiuno nell’ambito del cuore, al contrario 
di quanto avviene nel fegato, ci porta a 
concludere che il cuore si comporti, normal- 
mente, come organo parassita in relazione 
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alla incapacita di sintetizzare i coenzimi e gli 
apoenzimi necessari alla sua funzione (16). 

Appare suggestiva l’ipotesi che esso possa 
attingere questi fattori dal fegato, organo no- 
toriamente sintetizzatore di questi principi 
attivi, nel quale al contrario non sembrano 
ridotti nel digiuno. 

La tendenza alla diminuzione delle attivita 
ossidative in corso del digiuno, per lo meno 
in alcuni organi, ci spinge a ritenere valido 
il concetto di Kosterlitz (6, 11, 12), il quale 
nella sua definizione di « citoplasma labile » in- 
tendeva distinguere una particolare aliquota 
di componenti cellulari, che indipendente- 
mente dalla loro dignita funzionale, presen- 
tavano la caratteristica di diminuire in corso 
di inanizione. 

I dati ottenuti dallo studio dei singoli en- 
zimi respiratori pongono anche fra i tessuti 
degli animali superiori la questione della « in- 
dispensabilita » di alcuni enzimi rispetto ad 
altri, secondo la dizione di Virtanen (25). Fu 
gia accennato che questa caratteristica pit’ che 
all’enzima di per se é da riferire al ruolo che 
esso occupa nell’ambito del metabolismo del 
tessuto (27). 

Di qui la difficolta di giudizio di « dispen- 
sabilita » ed « indispensabilita », consistente nel 
fatto che nei tessuti degli organismi superiori 
esistono attivita che sono di pertinenza della 
sola vita cellulare a fianco di altre che riguar- 
dano le correlazioni organiche. Tali ultime 
attivita sono rappresentate dal complesso delle 
reazioni biochimiche che costituiscono la «fun- 
zione specifica » che tale cellula ha nell’ambito 
della economia (Villa; 21, 22, 23, 24). 

Poiché é noto che la vita e le funzioni cel- 
lulari dipendono da numerosi enzimi che 
agiscono in catena, ci pare pit logico che il 
concetto di « dispensabilita » ed « indispensabi- 
lita » debba applicarsi alle catene enzimatiche 
piuttosto che ai singoli enzimi. Con cid non 
si vuole affermare che non possano esistere 
enzimi particolarmente sensibili alla carenza 
proteica e pertanto «labili», ma si tiene pre- 
sente il fatto che la situazione di difetto di 
uno o pitt enzimi nell’ambito di un catena 
pud essere compensata mediante l’aumento di 
attivita di altri componenti la stessa catena. 
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Considerando il campo della patologia 
umana, ci sembra di poter affermare, pur te- 
nendo presenti tutte le riserve che devono 


‘essere formulate a proposito della sperimen- 


tazione sugli animali, la opportunita di som- 
ministrare fattori vitaminici durante gli stati 
di cardiopatia, potendo essi essere utilizzati 
come coenzimi anche negli stati di digiuno, 
esercitando una azione di risparmio sulle pro- 
teine nobili del tessuto e pertanto concorrendo 
al mantenimento di un livello normale di 
attivita. metaboliche. 

Questi concetti sono analoghi a quelli for- 
mulati da Durant (10), il quale, pur confer- 
mando I’ utilita del digiuno nel trattamento 
delle cardiopatie in scompenso, soprattutto 
agli effetti di una normalizzazione del meta- 
bolismo idrosalino, ritiene dannosa alla dina- 
mica del miocardio la soppressione dell’ap- 
porto vitaminico. 


RIASSUNTO 


Ratti alimentati a dieta normale equilibrata ven- 
gono messi a digiuno assoluto; ad un gruppo di 
animali viene somministrata durante questo periodo 
una miscela di fattori vitaminici del complesso B. 
Sono state determinate, in omogenati di fegato e 
di cuore, la respirazione endogena e le seguenti 
attivita ossidative: ossidasi succinica, alfachetoglu- 
tarica, ossalacetica, citocromossidasi, piruvicossidasi 
in presenza di malonato e di ossalacetato. Nei sud- 
detti omogenati, per gli animali che ricevevano 
durante il digiuno la miscela dei fattori vitaminici 
del complesso B, si é osservata una conservazione 
delle attivita enzimatiche studiate a livelli pid alti 
di quanto si osservi negli animali non sottoposti a 
carico vitaminico. Questa azione di ancoraggio delle 
vitamine nei riguardi delle proteine enzimatiche 
cardiache ed epatiche pud essere utilizzata in par- 
ticolari condizioni della patologia umana. 


RESUME 


Considérations sur laction exercée par certaines vitamines 
sur diverses activités enzymatiques du foie et du coeur 
de rat a jeun. 


Des rats maintenus 4 un régime normal équilibré 
sont soumis 4 un jetine absolu; 4 un groupe d’ani- 
maux on administre durant cette période un mélange 
de facteurs vitaminiques du complexe B. Les auteurs 
ont déterminé, dans des homogénats de foie et de 
coeur, la respiration endogéne et les activités oxyda- 
tives suivantes: oxydase succinique, alphacétoglu- 
tarique, oxalacétique, cytochromoxydase et pyru- 
vicoxydase en présence de malonate et d’oxalacétate. 
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Dans les homogénats en question, et pour les animaux 
qui recevaient pendant le jetine le mélange de fac- 
teurs vitaminiques du complexe B, les auteurs ont 
observé que les activités enzymatiques se maintenaient 
4 des niveaux plus élevés que ceux constatés chez les 
animaux non soumis 4 |’administration vitaminique. 
Cette action « d’ancrage » exercée par les vitamines 
a l’égard des protéines enzymatiques cardiaques et 
hépatiques peut étre utilisée dans des états particuliers 
de la pathologie humaine. 


SUMMARY 


Considerations on the action exerted by some vitamins 
on the enzymatic activity of the liver and heart in 
fasting rats. 


Rats fed on a normal balanced diet were kept 
under absolute fasting conditions; during this pe- 
riod a group of animals are given a combination 
of vitamin factors of the B complex. Endogenous 
respiration and the following oxidation activities 
were determined in liver and heart homoge- 
nates: succinic, alpha-ketoglutaric, oxalacetic, cyto- 
chrome and pyruvic oxidase in the presence of 
malonate and oxalacetate. The said homogenates, as 
regards the animals receiving the combination of / 
vitamin factors of the B complex, showed a main- 
tenance of the enzymatic activities under study at higher 
levels than those observed in animals not subjected to 
vitamin loading. This action anchoring of the vitamins 
in relation to cardiac and hepatic enzymatic proteins 
may be of use in particular conditions of human 
pathology. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Betrachtungen iiber den Einfluss einiger Vitamine auf die 
Enzymtatigkeit in der Leber und dem Herzen der 
fastenden Ratte. 


Die Fiitterung normal und vollstandig ernahrter 
Ratten wird streng abgesetzt; einer Gruppe dieser 
Tiere wird wahrend der Fastenzeit ein Gemisch von 
Vitamintrigern der Gruppe B verabreicht. In Leber- 
und Herzhomogenaten werden die endogene At- 
mung und folgende Oxydationstatigkeiten bestimmt: 
Oxydase der Bernstein-, der Alphaketoglutar-, der 
Oxalessigsiure, die Cytochrom-und die Brenz- 
traubensdureoxydase in Gegenwart von Salzen der 
Apfel-und der Oxalessigsiure. Bei den erwahnten 
Homogenaten jener Tiere, die wahrend des Fastens 
die verschiedenen Vitamintriager des Komplexes B 
erhielten, beobachtete man ein: Bestehenbleiben der 
untersuchten Enzymtiatigkeiten in einem Umfange, 
der jenem der Tiere die kein Vitamin bekamen, 
iibertraf. Diese Verankerungswirkung der Vitamine 
auf die Enzymeiweiss-stofte des Herzens und der 
Leber kann unter besonderen Umstinden in der 
menschlichen Pathologie ausgeniitzt werden. 


RESUMEN 


Consideraciones acerca de la accidn ejercida por algunas 
vitaminas sobre actividades enzimaticas del higado y 
del corazén de rata en ayunas. 

Ratas alimentadas con dieta normal equilibrada 
se dejan en ayuno absoluto; a un grupo de animales 
se le administra durante este periodo una mezcla de 
factores vitaminicos del complejo B. Se han deter- 
minado, en homogenados de higado y de corazén, 
la respiracidn endogena y las siguientes actividades 
oxidativas: oxidasis succinica, alfaquetoglutarica, oxa- 
lacética, citocromoxidasis, piruvicoxidasis en presen- 
cia de-malonato y de oxalacetato. En los citados 
homogenados, para los animales que recibian durante 
el ayuno la mezcla de los factores vitaminicos del 
complejo B, se ha observado una conservacién de 
las actividades enzimaticas estudiadas a niveles mas 
altos de lo que se observa en los animales no some- 
tidos a carga vitaminica. Esta accién de « fijacién » 
que las vitaminas ejercen respecto a las proteinas 
enzimaticas cardiacas y hepaticas puede utilizarse en 
particulares condiciones de la patologia humana. 
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ISTITUTO DI FISIOLOGIA GENERALE DELL’UNIVERSITA DI ROMA 
ISTITUTO NAZIONALE DELLA NUTRIZIONE DEL C. N. R. 
(Direttore: Prof. S. Visco ) 


Acido pantotenico e surreni (*) 


A, FIDANZA - A. BONOMOLO 


Se in varie deficienze alimentari si sono 
osservate alterazioni della secrezione del cor- 
ticosurrene, tra le carenze vitaminiche in 
specie quella dell’acido pantotenico occupa 
una posizione del tutto particolare. 

Le prime osservazioni istologiche fatte nel 
i939 da Morgan e Simms (1), Daft ¢ Sebrell 
(2), sono state in seguito confermate da nu- 
merosi AA. Recentemente, in seguito alle 
moderne conoscenze sulle funzioni metaboli- 
che degli ormoni corticosurrenali e del coen- 
zima A, il problema ha suscitato nuovo 
interesse. Deane e McKibbin (3), in uno studio 
istologico sulle ghiandole -surrenali di ratti, 
hanno osservato, durante la carenza di acido 
pantctenico, una diminuzione progressiva 
degli steroidi nella zona fascicolata che si 
accompagna a lesioni necrotico emorragiche, 
mentre le lesioni delle altre zone corticali ¢ 
della midollare erano molto pit lievi, tardive 
e probabilmente secondarie. 

Nel tentativo di interpretare questi reperti 
istologici, per opera soprattutto di Dumm e¢ 
Coll. (4), Ershoff e Coll. (5), Krehl e Coll. (6), 
Hurley e Morgan (7), é stata eseguita suc- 
cessivamente tutta una serie di ricerche sulla 
funzionalita della ghiandola surrenale nella 
carenza di acido pantotenico. 

Cosi Krehl e Coll. (6) trovano che negli 
animali alla 4°-6* settimana di avitaminosi 
non si avevano come nei ratti normali quelle 
variazioni indotte dalla somministrazione di 
ACTH (eosinopenia, linfocitopenia, aumento 
del glicogeno epatico, ecc.); ¢ poiché, d’altra 
parte, la somministrazione di cortisone dava 


(*) Comunicazione alle Troisi¢mes Journées de Dietetique - 
Roma, settembre 1955. 


sempre una identica risposta nei due gruppi, 
doveva escludersi un disturbo ipotisario o un 
blocco metabolico che impedisse, in assenza di 
acido pantotenico, l’utilizzazione degli or- 
moni corticali a livello dei tessuti periferici. 

Molto interessanti sono pure le ricerche di 
Morgan e Lewis (8), i quali nell’avitaminosi 
da acido pantotenico hanno notato turbe 
del metabolismo glicidico ¢ lipidico simili a 
quelle che si osservano nell insufficienza sur- 
renale. Tali turbe consistono in insufficiente 
gliconeogenesi, nell’incapacita di mantencre 
i! normale tasso glicemico ¢ di trasferire i 
grassi al fegato. Anche in nostre ricerche 
abbiaino osservato, in ratti in avitaminosi, il 
comportamento di alcuni indici biochimici (9): 
diminuzione della piruvicemia ¢ del coleste- 
rolo del fegato, che ci sembra poter spiegare, 
almeno in parte, con l’ipofunzione surrenalica ; 
in tal senso sono state pure spiegate l'ipoglice- 
mia e l’aumentata sensibilica allinsulina ri- 
scontrate da Krehl (6). 

Recentemente Bean e¢ Hodges (10) sono 
riusciti ad ottenere anche nell’uomo segni 
clinici riferibili alla carenza di acido pantote- 
nico con la somministrazione di una dicta 
sintetica avitaminica dell’acido omega- 
-metilpantotenico; tali soggetti mostravano 
una diminuita ecosinopenia indotta da ACTH 
ed una aumentata sensibilita all’insulina. 

Cosi anche Becker e Coll. (19) in alcuni 
soggetti diabetici hanno notato che la som- 
ministrazione di acido pantotenico determi- 
nava normalizzazione della risposta cosino- 
penica da ACTH ¢ notevole aumento del- 
leliminazione urinaria degli 11-ossisteroidi. 

Nel considerare Timportanza che  spetta 
all’ ipofunzione surrenalica nel quadro generale 
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dell’avitaminosi, gli AA. sono stati concordi 
nell’ammettere negli animali in carenza di 
acido pantotenico una diminuita resistenza 
a vari stress (ipossia, intossicazione, ecc.); si 
é peraltro supposto potesse trattarsi di uno 
stato di insufficienza relativa, che si esprimesse 
come incapacita di reagire agli stimoli, piut- 
tosto che di una insufficienza conclamata; lo 
stesso Ershoff (s) ammette che, pit che con 
stress acuti, la diminuita capacita di secernere 
ormoni in quantita adeguata possa eviden- 
ziarsi in seguito a stress ripetuti e cronici. 

Se si considera il quadro della carenza di 
acido pantotenico nei suoi aspetti pit carat- 
teristici (lesioni cutanee e nervose), non si 
puo assolutamente mettere in dubbio che si 
tratti di lesioni specifiche dovute al blocco di 
acetilazione a livello dei tessuti periferici per 
deficienza di coenzima A; tuttavia alcune 
osservazioni, come la suggestiva somiglianza 
delle turbe del metabolismo glicidico con 
quelle che si osservano nella insufficienza 
surrenale, fanno pensare che anche que- 
stultima possa prendervi parte, sia pure 
in via secondaria. A sostegno di cid sta anche 
il fatto che negli esperimenti di Hurley e 
Morgan (7) l’acido pantotenico non era in 
grado, negli stadi avanzati della carenza in 
presenza di gravi lesioni surrenali, di ripri- 
stinare la normale risposta all’anossia. 

La mancanza di nette manifestazioni da 
ipofunzione surrenalica pud dipendere anche 
dal fatto che la secrezione degli ormoni ad 
azione sul ricambio idro-salino non appare 
per nulla compromessa tiella carenza di acido 
pantotenico. 

Circa la causa ed il meccanismo di instau- 
razione dell’insufficienza non si é@ ancora 
giunti ad un definitivo accordo tra i due 
seguenti punti di vista; uno di questi ammette 
che la carenza di acido pantotenico, agendo 
come uno stress non specifico, determina un 
aumento della secrezione di ACTH, che a 
sua volta provocherebbe dapprima una iperat- 
tivita della corteccia surrenale a cui seguirebbe 
esaurimento funzionale; il secondo considera 
l'insufficienza surrenale dovuta ad incapacita 
di sintetizzare gli ormoni. Dell’argomento si 
sono ampiamente occupati Hurley e Morgan (7) 
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e Morgan e Lewis (8) da un lato, Krehl e 
Coll. dall’altro (6). 

Che lipertrofia surrenale da continue ed 
eccessive poussées di ACTH faccia sviluppare 
nella ghiandola emorragie e necrosi é stato 
dimostrato da Ingle, che in ratti emi-surre- 
nectomizzati ha ottenuto con ACTH lesioni 
del surrene superstite simili a quelle che si 
osservano nell’avitaminosi di acido pantote- 
nico. Krehl ¢ Coll. (6) hanno osservato che 
le lesioni surrenali erano aggravate dall’ ACTH 
e prevenute dal cortisone, fatto che sostiene 
lipotesi dello stress. 

I pit notevoli contributi per risolvere la 
dibattuta questione sono stati forniti dalle 
indagini biechimiche, specie dai dosaggi 
eseguiti sulla ghiandola surrenale. In effetti 
sono emersi alcuni dati che farebbero ammet- 
tere un’iperfunzione surrenale in un primo 
stadio della carenza. Cosi Perry e Coll. (11), 
che hanno proposto il dosaggio della succi- 
nodeidrasi dei surreni come indice dell’attivita 
funzionale della ghiandola dopo stimolazioni 
acute e croniche, trovano una maggiore attivita 
di questo enzima al 50° giorno della carenza. 

Controversi sono i dati riguardanti l’acido 
ascorbico che alcuni AA. /12, 13) ritengono 
partecipi alla sintesi degli 11-ossisteroidi per 
cui la sua concentrazione nei surreni dimi- 
nuisce bruscamente quando alla ghiandola é 
imposta un’iperfunzione (test di Long-Sayers). 
Cosi, mentre Hurley e Morgan (7) nei primi 
esperimenti trovano una diminuzione del- 
l’'acido ascorbico nei surreni dei ratti in 
avitaminosi di acido pantotenico, in successivi 
esperimenti Hurley e Mackenzie (20) trovano 
un lieve aumento; Perry e Coll. (11) trovano 
dei valori normali anche dopo 90 giorni di 
carenza quando le ghiandole presentavano im- 
ponenti lesioni necrotico-emorragiche. Questi 
ultimi AA trovano inoltre che gli animali ca- 
renti non avevano perduto la capacita di sca- 
ricare l’acido ascorbico dei surreni in seguito a 
stress, malgrado la Joro incapacita reattiva pit 
volte dimostrata (5, 6, 7, 8). L’interpretazione 
di questi dati é difficile; peraltro lo stesso 
Sayers (13) osserva che il contenuto di acido 
ascorbico nei surreni, potendo venire influen- 
zato da diversi fattori, non é un buon indice 


funz 
dura 

Se 
anch 
tutte 
vi ¢ 
stud 


ster¢ 
sinte 
la s 
surr 
Col 
dos: 
forn 
surr 
pros 
gia 
asse 
essa 
diet 
C 
ster 
gen 
nos 
zi01 
vat 
R 
feg: 


pitt 
N 
tote! 
mel 
face 
un 
dell’ 
| 
| 
| F 
|| 


funzionale, specie negli esperimenti di lunga 
durata. 

Sebbene le stesse critiche siano state poste 
anche al valore del contenuto di colesterolo, 
tuttavia, data la nota e stretta relazione che 
vi é tra colesterolo e ormoni steroidi, gli 
studi eseguiti in questo settore appaiono del 
pit grande interesse. 

Nei surreni di ratti in carenza di acido pan- 
totenico il colesterolo é stato trovato notevol- 
mente e costantemente diminuito (6, 7, 8, 
11, 15, 21). Poiché pantotenico, 
facendo parte essenziale del coenzima A, ha 
un ruolo preponderante nel metabolismo 
dell’acctato e nella sintesi da questo del cole- 
sterolo, era facile pensare ad una diminuita 
sintesi per deficienza di questo coenzima. Che 
la sintesi del colesterolo avvenga anche nei 
surreni é¢ stato dimostrato in vitro da Srere e 
Coll. (14) con fettine di surrene di bue. Il 
dosaggio del colesterolo nei vari organi ha 
fornito l’interessante risultato che, mentre nei 
surreni la diminuzione é netta, precoce e 
progressiva - Perry e Coll. (11) lo trovano 
gia ditminuito al 18° giorno di carenza, in 
assenza di altri sintomi — negli altri organi 
essa ¢ molto meno evidente e spesso, con 
diete normolipidiche, non dimostrabile. 

Cosi Krehl (6) trova un tasso di cole- 
sterolo normale nel siero di sangue, Gug- 
genheim e Olson (16) nel cuore, e noi nelle 
nostre ricerche (9, 15), accanto alla diminu- 
zione del colesterolo nei surreni, abbiamo tro- 
vato valori normali nel cervello ¢ nel rene, e 
solo una lieve diminuzione nel fegato. 

Riportiamo nella tabella i risultati dei do- 
saggi da noi eseguiti nei surreni e nel 
fegato; i ratti sono stati uccisi dopo 6 settimane 


di dieta carente; oltre al colesterolo totale 
sono state dosate le frazioni libera ed esteri- 
ficata. 

Il fatto che la ghiandola surrenale abbia 
un ruolo particolare nella sintesi e nel 
metabolismo del colesterolo stato sup- 
posto sin dal 1920 da Chauffard e Coll. (17), ma 
essa é stata ritenuta ora un luogo di sintesi, 
ora un luogo di deposito di tale sostanza. 
A noi sembra probabile che i surreni, pit che 
un deposito di colesterolo, siano un luogo 
dove avvenga una attiva sintesi endogena di 
colesterolo. A sostegno di cid sta il fatto che 
in ratti surrenectomizzati il colesterolo epatico 
non si modifica sino a poco prima della 
morte e che la somministrazione di una 
dieta ricca di colesterolo a ratti in carenza di 
acido pantotenico non migliora la resistenza 
all’anossia, né innalza il tasso di colesterolo 
nei surreni (18). Ci sembra quindi di poter 
ammettere una relativa indipendenza del cole- 
sterolo della ghiandola surrenale, colesterolo 
endogeno a funzioni selettive, dal colesterolo 
del circolo sanguigno, da quello esogeno e 
probabilmente anche da quello che si sinte- 
tizza negli altri organi. 

Perché nella carenza di acido pantotenico il 
colesterolo diminuisce elettivamente nei sur- 
reni mentre negli altri organi ¢ praticamente 
normale? E possibile dare una spiegazione di 
cid in base alle osservazioni di Olson e Ka- 
plan (21) che nell’avitaminosi il coenzima A 
nella corteccia surrenale diminuisce molto 
prima che nel fegato e negli altri organi ed 
a quelle di Klein e Lipmann (22) i quali 
hanno notato che la sintesi del colesterolo e 
degli acidi grassi dall’acetato era _propor- 
zionale al contenuto di coenzima A nel tes- 


Ratti normali Ratti carenti 


3,84( +0,32) 1,78( +0,20) 
eee 21,3(+2,5) 23,4(+1,3) 

78,7( +2,5) 76,6( + 1,3) 
as 0,36( +0,023) 0,2§( +0,021) 
ees 72,3(+3,4) 80( + 4,6) 
wad 27,7( +3,.4) 20( + 4,6) 
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suto; essi non notavano inibizione della sintesi, 
nonostante la presenza di segni clinici anche 
gravi di avitaminosi, purché la concentrazione 
di coenzima si mantenesse al disopra di un 
certo limite. 

Al lume delle pitt recenti acquisizioni non 
ci sembra quindi azzardato poter ammettere 
che la diminuita sintesi endogena del coleste- 
rolo nei surreni dei ratti in carenza di acido 
pantotenico possa essere il fattore determi- 
nante dell’iasufficienza surrenalica. si 
instaurerebbe progressivamente nel quadro 
della carenza, in quanto ja diminuita sintesi 
del colesterolo determinerebbe una minore 
produzione di ormoni corticosteroidi, special- 
mente negli 11-ossisteroidi; in tal modo la 
ghiandola sarebbe incapace di assolvere ade- 
guatamente alle prestazioni funzionali neces- 
sarie in stati di maggior bisogno, quale pud 
anche essere lo stesso stato di carenza. 


RIASSUNTO 


Gli AA. riferiscono le numerose ricerche sulla 
funzionalita della ghiandola surrenaie nella carenza 
di acido pantotenico. Accertata l’esistenza di una ipo- 
funzione surrenalica nella carenza di acido pantotenico 
sono riportati i differenti punti di vista circa la causa 
ed il meccanismo di instaurazione dell’insufficienza 
surrenalica. In base ai risultati sperimentali delle loro 
indagini biochimiche sul surrene gli AA. ammettono 
che il fattore responsabile dellinsufficienza surrenalica 
possa essere la diminuita sintesi endogena del cole- 
sterolo che determinerebbe una min:or produzione 
di ormoni corticosteroidi, specialmente degli 11-os- 
sisteroidi. 


RESUME 


Acide pantothénique et surrénales. 


Les auteurs font état des nombreuses recherches 
effectuées sur la capacité fonctionnelle de la glande 
surrénale dans la carence en acide pantothénique. 
L’existence d’une hypofonction surrénale dans la 
carence en acide pantothénique ne faisant pas de 
doute, les auteurs rapportent les diverses hypothéses 
formulées au sujet de la cause et;du mécanisme d’ins- 
tauration de l’insuffisance surrénale. D’aprés les ré- 
sultats issus de leurs investigations biochimiques 
expérimentales sur la surrénale, les auteurs admettent 
que le facteur responsable de l’insuffisance surrénale 
peut consister dans la synthése endogéne diminuée 
du cholestérol, qui déterminerait une diminution de 
la production des hormones cortico-stéroides et sur- 
tout des 11-oxystéroides. 
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SUMMARY 
Pantothenic acid and the adrenals. 


The authors refer to the many researches on the 
function of the adrenals during pantothenic acid 
deficiency. After verifying the existence of adrenal 
hypofunction in pantothenic acid deficiency, a re- 
port is given of the different points of view regar- 
ding the cause and the mechanism of production of 
adrenal insufficiency. On the basis of the experimen- 
tal results obtained from their biochemical studies 
on the adrenals, the authors state that the factor re- 
sponsible for adrenal insufficiency may be the dimi- 
nished endogenous synthesis of cholesterol, thus de- 
termining lower production of the corticosteroid 
hormones, and particularly of the 11-oxysteroids. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Pantothensdure und Nebennieren. 


Verft. berichten iiber zahlreiche Nachforschun- 
gen betreffs der Nebennierenfunktion bei Panto- 
thensaurekarenz. Nach Feststelluug einer Hypofun- 
ktion der Nebenniere bei Pantothensaurekarenz, 
wird iiber die ve-schiedenen Ansichten iiber die 
Ursache und den E. :trittsmechanismus der Neben- 
niereninsuffizienz berichtet. Mit Bezugnahme auf 
die experimentellen Ergebnisse ihrer biochemischen 
Nachforschungen iiber die Nebenniere, verteten 
Verff. die Ansicht, dass fiir die Nebennicreninsuffi- 
zienz die verminderte endogene Chclesterol-syn- 
these verantwortlich sein kénne, welche zu ciner 
Verringerung der Bildung corticosteroider Hormone, 
insbesonders der 11-Oxysteroide, fiihren kénnte. 


RESUMEN 
Acido pantoténico y suprarrenales. 


Los autores refieren las numerosas investigaciones 
sobre la funcionalidad de la glandula suprarrenal en 
la carencia de acido pantoténico. Comprobada la 
existencia de una hipofuncién suprarrenal en la ca- 
rencia de acido pantoténico se refieren los diferentes 
puntos de vista acerca de la causa y del mecanismo 
de instauracién de la insuficiencia suprarrenal. Ba- 
sandose en los resultados experimentales de sus in- 
vestigaciones bioquimicas en la suprarrenal, los au- 
tores admiten que el factor responsable de la insufi- 
ciencia suprarrenal puede ser la disminucién de la 
sintesis endégena del colesterol que determinaria 
una menor produccion de hormonas cérticosteroides, 
especialmente de los 11-oxisteroides. 
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SCUOLA OSTETRICA DI VERCELLI 
(Direttore: Prof. G. Vecchietti) 


Azione protettiva della vitamina E 
sulle lesioni da Marcumar 


F, SALVI - P. 


I] pit versatile dei fattori vitaminici ¢ 
certo la vitamina E. Numerose sono le sue 
indicazioni terapeutiche; bisogna tuttavia ri- 
conoscere che, per la massima parte di queste, 
le opinioni sono discordanti, anzi spesso net- 
tamente contrastanti, e di cid abbiamo avuto 
conferma al III Congresso Internazionale della 
vitamina E, tenuto a Venezia nel settembre 1955. 

Su di un punto sembra perd non esistano 
dubbi e precisamente sullo spiccato potere 
anti-jaluronidasico dell’alfa-tocoferolo (30). 
Ne deriva quindi, data l’importanza del bi- 
nomio acido jaluronico-jaluronidasi nella fi- 
sio-patologia del tessuto collagene, |’accetta- 
zione pressocché generale che la vitamina E 
possa costituire un valido sussidio terapeu- 
tico in buona parte delle collagenosi. Per 
Butturini (13) e Steinberg (41) l’alfa-tocoferolo 
starebbe al collagene come la vitamina A 
agli epiteli. 

D’altra parte alcuni AA. riconoscono I'e- 
sistenza di stretti legami fra resistenza e 
permeabilita capillare da un lato e rapporto 
acido jaluronico-jaluronidasi della sostanza 
amorfa cementante intercellulare e interfi- 
brillare del mesenchima dell’altro (4, 5, 18, 
21,.22, 39, 40), e a conferma di cid starebbe 
pure il fatto che sostanze a spiccato effetto 
anti-jaluronidasico, quale la rutina, esplicano 
un’efficace azione capillaro-protettiva (2, 3, 
17, 25). 

E logico supporre percid che la vitamina E 
possa intervenire nella regolazione della per- 
meabilita capillare. Cascio (15) e¢ Caselli (16) 
hanno sperimentalmente dimostrato che |’alfa- 
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-tocoferolo riporta alla norma la permeabilita 
della barriera emato-oftalmica, alterata da 
una iniezione sottocongiuntivale di jaluroni- 
dasi, mentre Schiavina (38) somministra, 
come capillaro-protettivo durante la terapia 
con sostanze ad effetto dicumarinico, vita- 
mina C, rutina e vitamina E, riconoscendo 
quindi quanto ancora recentemente hanno 
fatto rilevare, al gid citato Congresso di Ve- 
nezia, De Nicola (20) e Prosperi (34) ¢ pre- 
cisamente che l’alfa-tocoferolo esplica un’a- 
zione vasculotrofica. 

In precedenti ricerche (35) avevamo pro- 
spettato l’ipotesi che le sostanze ad effetto 
dicumarinico esercitassero un’azione mesen- 
chimo-tossica ¢ a conferma di cid ci fu pos- 
sibile dimostrare (37), con il metodo biologico 
della macchia, che le proprieta angio-tossiche 
dei dicumarinici pOssono essere intese come 
un effetto jaluronidasico-simile, tanto pit 
che liniezione di un altro anticoagulante a 
spiccata azione anti-jaluronidasica, |’eparina 
(36), in animali profondamente dicumaro- 
lizzati, riporterebbe alla norma le proprieta 
cementanti della sostanza intercellulare e 
interfibrillare del mesenchima. 

Come l’eparina si dovrebbe comportare la 
vitamina E; il suo effetto, essendo quest’ ul- 
tima somministrata per via orale, necessitera 
di un pitt lungo periodo di latenza per mani- 
festarsi. A questo scopo abbiamo cseguito 
ricerche biologiche, istologiche ¢ istochimiche 
circa l’azione protettiva dell’alfa-tocoferolo 
sulle lesioni vasali causate dalle 
ad effetto dicumarinico. 


sostanze 
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RICERCHE SPERIMENTALI 


Ci siamo serviti di conigli albini control- 
lando, durante la somministrazione di Mar- 
cumar e di vitamina E, il tempo di sopravvi- 
venza degli animali, il comportamento del- 
l’attivita protrombinica attraverso la de- 
terminazione del tempo di Quick, lo stato 
di diffusione intradermica a mezzo della 
macchia (26), le modificazioni istomorfo- 
logiche ed istochimiche del fegato. 

Gli animali furono divisi in tre lotti di sei 
conigli ciascuno: al primo fu somministrato 
Marcumar alla dose di 5 mg pro Kg e pro 
die. Nel secondo fu iniziato contemporanea- 
mente il trattamento con anticoagulante, al 
dosaggio predetto, e vitamina E, alla dose 
di 20 mg pro Kg e pro die. Nel terzo invece, 
pur mantenendo invariate le dosi, fu som- 
ministrato dapprima solo 'alfa-tocoferolo 
per 24 giorni, continuando poi con I’associa- 
zione come é stato descritto per il secondo 
gruppo. 


Sopravvivenza dell’ animale (fig. 1). 


La somministrazione di Marcumar alla 
dose citata ha portato gli animali alla morte 
in un periodo variante dai 7 agli II giorni 
di trattamento con una media di sopravvi- 
venza di 9 giorni. Causa della morte fu in 
cinque animali un episodio emorragico acuto 
interno od esterno, in un caso invece il coni- 
glio decedette in stato di grave intossica- 
zione senza evidenti fenomeni emorragici. 

Con |’associazione anticoagulante pitt vita- 
mina E gli animali sopravvissero pit a lungo 
essendo venuti a morte fra I’8° e il 23° 
giorno di trattamento con un tempo medio 
di sopravvivenza di 14 giorni. Causa di 
morte furono in un caso un’emorragia endo- 
peritoneale, in tre conigli emorragie esterne 
e in due altri uno stato di intossicazione. 

Dell’ultimo lotto cinque animali decedettero 
fra il 15° ¢ il 21° giorno di trattamento abbi- 
nato anticoagulante-alfa-tocoferolo con un 
tempo medio di sopravvivenza di 18 giorni; 
uno fu soppresso ancora in ottime condizioni 
al 27° giorno. Il decesso fu causato in due 
animali da emorragia acuta, negli altri tre 
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da un’apparente stato di grave intossicazione 
senza evidenti emorragie, ma solo con petec- 
chie sottoperitoneali specie nell’apparato ga- 
stro-enterico. 


Attivita protrombinica. 


L’alfa-tocoferolo non ha modificato |’at- 
tivita protrombinica dei conigli, almeno 
alle dosi da noi impiegate e per gli animali 
del terzo gruppo durante il primo periodo 
di 24 giorni m cui furono trattati solo con 
vitamina E (fig. 5 ¢ 6). 

La somministrazione di dosi tossiche di 
Marcumar, 5 mg pro Kg ¢ pro die, porta 
in breve tempo ad una totale scomparsa 
dell’attivita protrombinica (fig. 2). 

Con l’associazione di vitamina E abbiamo 
constatato che l’attivita protrombinica non 
scompare mai totalmente benché, come nei con- 
trolli, scenda al 10 % circa entro 4-6 giorni. 
Infatti anche negli animali che sopravvissero 
al trattamento per pid di 20 giorni abbiamo 
sempre registrato tempi di Quick inferiori 
ai 60’, dimostrando cosi che un pur lieve 
potere di coagulazione persisteva nonostante 
le forti dosi di dicumarinico ingerite dal- 
l’animale (fig. 3-4-5-6). 


Diffusione intradermica. 


Come gia in precedenti ricerche abbiamo 
riferito (37) il fenomeno della macchia ha 
messo in evidenza una marcata compromis- 
sione delle proprieta cementanti della sostanza 
intercellulare e interfibrillare de! mesenchima 
ad opera del Marcumar (fig. 2). La sommi- 
nistrazione di alfa-tocoferolo invece riduce la 
velocita di diffusione intradermica dei liquidi, 
tanto che le aree delle macchie, misurate 
dopo mezz’ora, una e tre ore, denunciano 
valori inferiori a quelli normalmente riscon- 
trati in un animale sano (fig. 5 ¢ 6). 

Con associazione vitamina E-dicumarinici, 
se la loro somministrazione é iniziata con- 
temporaneamente, in genere si registrano 
aree delle macchie di superfice pressocché 
identica (fig.3) 0 di poco superiore a quella 
riscontrata pre-trattamento (fig. 4), confer- 
mando, nella maggior parte dei casi, il blocco 
quasi totale dell’azione jaluronidasico-simile 
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Fig. 1 - Giorni di sopravvivenza degli animali trattati ¢ riuniti nei tre gruppi considerati. 


esplicata dal Marcumar. Negli animali poi 
che furono precedentemente trattati con 
alfa-tocoferolo (terzo gruppo), |’anticoagu- 
lante determind un aumento sempre modesto 
della diffusione intradermica ridotta dalla vi- 
tamina E, tanto che le superfici delle macchie 
si mantennero costantemente inferiori (fig. 6) 


o al massimo eguagliarono (fig.s) quelle mi- 
surate nell’animale prima della somministra- 
zione delle sostanze in esame, dimostrando 
cosi che l’azione jaluronidasico-simile dell’an- 
ticoagulante spesso non riusciva nemmeno ad 
equilibrare gli effetti antidiffusori della vita- 
mina E somministrata in precedenza. 
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Fig. 2 - Animale del I gruppo. Nella parte superiore del grafico I’attivita protrombinica rivela una progressiva caduta fino allo 0%. 

Nella parte inferiore sono riportati, su coordinate polari, i valori delle aree delle macchie misurati dopo mezz’ora, una e tre ore dalla 

iniezione intradermica della soluzione colorata. La linea continua si riferisce alle misurazioni fatte pre-trattamento, quella interrotta 

invece é espressione dei valori registrati in sede controlaterale al 3°, 7° ¢ 10° giorno di somministrazione dell’anticoagulante. E ben 

evidente il progressivo aumento dell’area della macchia che al 10° giorno ha denunciato valori tre volte circa superiori a quelli 
riscontrati pre-trattamento in sede controlaterale. 
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Fig. 3 - Animale del II gruppo. Le aree delle macchie prima e dopo il trattamento abbinato vitamina E + Marcumar quasi siequivalgono. 
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Fig. 4 - Animale del II gruppo. Negli ultimi giorni la velocita di diffusione é di poco superiore a quella misurata pre-trattamento. 
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Fig. 5 - Animale del Ill gruppo. Nel primo grafico il confronto é fatto tra supertici misurate prima ¢ dopo 10 giorni di sommini- 

strazione della vitamina E. Nel 3° grafico sono raffrontate le aree quali furono riscontrate dopo 24 giorni di trattamento con vi- 

tamina E e dopo altri 10 giorni di somministrazione abbinata alfa-tocoferolo + Marcumar. Nel secondo e quarto grafico i confronti 

riguardano le superfici registrate prima di ogni trattamento ¢ rispettivamente dopo § ¢ 15 giorni dall’inizio della somministrazione 

abbinata dei due farmaci. Insignificante la riduzione dell’area dopo 10 giorni di azione dell’alfa-tocoferolo; buono invece leffetto 

di blocco dell’azione jaluronidasico-simile del Marcumar tanto che le aree hanno denunciato valori pressocché uguali o inferiori 
a quelli riscontrati sull’animale sano. 
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Quadri_ istologici. 


Le sezioni di fegato, previamente fissato in 
liquido di Carnoy, furono colorate con ema- 
tossilina-eosina e con la tecnica di Hotchkiss. 

Istomorfologicamente abbiamo notato che 
il Marcumar causa degenerazione torbida 
delle cellule epatiche, affievolimento dell’af- 
finita tintoriale per l’ematossilina dei loro 
nuclei, vasodilatazione delle sinusoidi dei 
capillari (fig. 7B). La contemporanea som- 
ministrazione di alfa-tocoferolo e Marcumar 
non ha visibilmente modificato questo qua- 
dro. Negli animali del terzo gruppo, invece, 
notammo: in quelli venuti spontaneamente 
a morte scarse note di degenerazione torbida 
delle cellule con nuclei ben tingibili ¢ vaso- 
dilatazione piti o meno evidente; nell’animale 
soppresso in 27* giornata un quadro istomor- 
Dhue: quasi normale, se si eccettua un 
aspetto leggermente granuloso assunto dal 
citoplasma (fig. 7A). 

I polisaccaridi, ed in particolare il glicogeno, 
come si possono evidenziare con la colora- 
zione di Hotchkiss, scompaiono completa- 
mente sotto l’azione tossica del Marcumar 
(fig. 8). La somministrazione contemporanea 
di alfa-tocoferolo e anticoagulante ben poco 
preserva la dotazione me di glicogeno 
per cui solo rare cellule epatiche si mostrano 
leggermente positive. Lo stesso si pud dire 
per gli animali del terzo gruppo venuti spon- 
taneamente a morte, mentre in quello sop- 
presso in buone condizioni siesih abbiamo 
riscontrato un quadro istochimico pressocché 
normale con spiccata PAS positivita (fig. 9). 


DISCUSSIONE 

Dall’esame dei nostri dati si pud desumere: 
1) che l’alfa-tocoferolo allunga il tempo 

di sopravvivenza degli animali intossicati con 
Marcumar. Tale fenomeno é pit evidente nei 
conigli in cui la somministrazione del fattore 
vitaminico ¢ stata iniziata prima di quella 
dell’anticoagulante. Non é facile trovare una 
spiegazione a tale effetto. Butturini (12) 
ritiene che la vitamina E intervenga attiva- 
mente nei processi di ossido-riduzione intra- 
cellulare e di fosforilazione dei carboidrati, 
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dei grassi ¢ indirettamente anche del ricam- 
bio delle proteine. A conferma di queste 
ipotesi starebbero le ricerche di Pescetto (31) 
il quale, in coniglie castrate, notd la scom- 
parsa, specie dall’ipofisi ¢ dal surrene, della 
fosfatasi alcalina ed ottenne con la sommi- 
uistrazione di alfa-tocoferolo il ritorno alla 
norma del contenuto enzimatico in fosfatasi 
alcalina delle ghiandole a secrezione interna. 
Le sostanze ad effetto dicumarinico, d’altra 
parte, eserciterebbero, secondo Martius e 
Nitz-Litzow (28), la propria azione tossica 
attraverso un blocco dei processi di fosfo- 
rilazione intracellulare. 

Beckmann (1) afferma che I’alfa-tocoferolo ha 
un distinto, sebbene debole, effetto di vit. K. 

Possono, a nostro parere, bastare queste due 
funzioni per spiegare le proprieta antitossiche 
della vitamina E in corso di intossicazione 
con sostanze ad azione dicumarinica. 


2) che lalfa-tocoferolo limita, se pur in 
lieve grado gli effetti ipoprotrombinizzanti 
del Marcumar, per cui I’attivita protrom- 
binica non cade a zero nemmeno dopo lunghi 
periodi di somministrazione dell’anticoagu- 
lante a dosi tossiche. © 

La vitamina E non provoca invece modifica- 
zioni del tempo di Quick nell’animale integro. 

I nostri dati, per quanto riguarda l’azione 
dell’alfa-tocoferolo sull’attivita protrombinica, 
concordano con quelli dei numerosi AA. 
(7, 19, 27) i quali non hanno riscontrato, sia 
negli animali che nell’uomo, modificazioni 
dei tempi di Quick dopo somministrazione 
di vitamina E. De Nicola (20), mentre rico- 
nosce all’alfa-tocoferolo un effetto vasculo- 
trofico nelle malattie trombo-emboliche, ri- 
tiene ancora incerta la sua azione sui fattori 
umorali del fenomeno della coagulazione. 

In quanto alla facolta della vitamina E di 
conservare al plasma, in corso di avvele- 
namento con dicumarinici, una pur lieve 
attivita protrombinica, questa si pud spiegare 
sia con le gia citate deboli proprieta vita- 
mino-K-simili dell’alfa-tocoferolo (1), che 
con l’azione protettiva sul fegato, come anche 
é risultato dai nostri reperti istologici, e sul 
sistema _ reticolo-endoteliale come ha dimo- 
strato Boschi (6). 


Fig. ¢ 
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Fig. 6 - Animale del Il gruppo. Marcato effetto antidiffusorio della vitamina E sia durante il periodo in cui ¢ somministrata 
da sola che quando ¢é associata al Marcumar. 


3) che la vitamina E, se somministrata 
da sola, riduce la velocita di diffusione in- 
tradermica delle soluzioni colorate; se asso- 
ciata al Marcumar previene l’effetto jaluro- 
nidasico-simile esercitato da questo anti- 
coagulante sulla sostanza intercellulare 
interfibrillare del mesenchima. Tale fenomeno 
é pitt evidente se la somministrazione del- 
lalfa-tocoferolo precede di vari giorni quella 
del Marcumar, tuttavia anche ‘cate il 
trattamento con le due sostanze viene ini- 
ziato contemporaneamente |’effetto protettivo 
della vitamina E é tanto marcato che quando 
l'animale giunge a morte per intossicazione 
dopo vari giorni di ingestione quotidiana di 
dosi tossiche del dicumarinico, le proprieta 
cementanti della sostanza intercellulare risul- 
tano ancora normali o solo leggermente com- 
promesse. 

Se si ammettono quindi stretti legami fra 
permeabilita ¢ resistenza capillare e¢ condi- 
zioni della sostanza cementante intercellulare 
e interfibrillare del mesenchima, trova spic- 
gazione l’azione capillaro-protettiva ricono- 
sciuta a questa vitamina, la cui somministra- 
zione é appunto consigliata anche in corso 
di trattamento con sostanze ad effetto di- 
cumarinico. 


Data lindiscussa azione anti-jaluronidasica 
della vitamina E (30) ¢ il suo potere di di- 
minuire la permeabilita capillare (32) e di 
bloccare gli effetti che su di essa esercita la 
jaluronidasi (15, 16), il fenomeno da noi 
descritto trova una chiara spiegazione e nello 
stesso tempo convalida l’opinione di quei 
ricercatori che alla vitamina E attribuiscono 
proprieta vasculo-protettive (8, 14, 23, 24, 29). 

Le ricerche di Bottiglioni e Sturani (9) 
e di Bottiglioni e Galletti (10) offrono inoltre 
un’altra interpretazione del fenomeno de- 
scritto. Secondo questi AA. la somministra- 
zione di vitamina E in dosi vitaminiche (2 mg 
pro die) e farmacologiche (20 mg pro die) 
provoca nei ratti un aumento numerico c 
dimensionale delle mastzellen, mentre liper- 
dosaggio (100 mg pro die) e lo stato di avi- 
taminosi F causano una evidente diminui- 
zione di tali cellule che appaiono pure pit 
piccole ¢ coartate. Sulla base di questi reperti, 
1 citati AA. esprimono I’opinione che l’acetato 
di alfa-tecoferolo induca nelle mastzellen 
della cute del ratto uno stato di iperattivita 
secretiva e di giovinezza per cui I’attivita 
antidiffondente della vitamina E si espliche- 
rebbe sia attraverso ad un meccanismo anti- 
-jaluronidasico, sia mediante modificazioni 
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Fig. 7 - Confronto fra le caratteristiche morfologiche del tessuto epatico del coniglio del III gruppo 
soppresso al 27° giorno di trattamento con vitamina E +- Marcumar (a sinistra,A) e di un animale 
del 1 gruppo deceduto in IX giornata di somministrazione del Marcumar (a destra, B). 


Colorazione Ematossilina-Eosina; Ingr. 180 


del substrato, modificazioni che sono vero- 
similmente da imputare ad un aumento dei 
mucopolisaccaridi della cute agenti da_bar- 
riera e da ostacolo alla diffusione. 

4) che l’alfa-tocoferolo esercita un’azione 
epato-protettiva documentabile, nell’animale 
sacrificato, istomorfologicamente con la man- 
canza © appena accennata degenerazione 
torbida delle cellule epatiche e con la scarsa 
© modica vasodilatazione delle sinusoidi, e 
istochimicamente con la conservazione pit o 
meno abbondante del corredo di glicogeno 
epatico che invece il Marcumar tende a far 
scomparire. 

Anche Bottiglioni, De Jaco e Vannini (11), 
riconoscono alla vitamina E un’azione epato- 
protettiva. 

Tali AA. sostengono che l’alfa-tocoferolo 
induce, in epato-pazienti, favorevoli modi- 
ficazioni del quadro sicro-proteico ¢ della 
colesterinemia e giungono alla conclusione che 
la vitamina E sia consigliabile soprattutto in 
quelle epatopatic che oggi sono comprese 
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x. Vedi spiegazione nel testo. 


nel gruppo delle malattie trofometaboliche. 
Si pud quindi supporre che le profonde 
modificazioni metaboliche, causate dai dicu- 
marinici nella cellula epatica attraverso il 
blocco dei suoi processi di fosforilazione, 
possono essere in parte contrastate dall’azione 
eumetabolica dell’ alfa-tocoferolo. 

Infatti, secondo Prosperi (33), la vita- 
mina E eserciterebbe elettivamente un effetto 
glicogeno-sintetico e tale ipotesi fu avanzata 
dall’A. dopo ricerche istochimiche che pie- 
namente concordano con i quadri da noi 
descritti. 


CONCLUSIONI 


Dalle nostre ricerche e¢ da questa breve 
rassegna di alcune delle proprieta riconosciute 
alla vitamina E si pud dedurre quindi che 
l’alfa-tocoferolo per la sua attiva partecipa- 
zione ai processi di fosforilazione, per le sue 
deboli proprieta vitamino-K-simili, per I'a- 
zione stimolante che esercita sulle mastzellen, 
per l’effetto epato-protettivo e di risparmio 


t 


Ie. 


Fig. 8 - Tessuto epatico di coniglio del 1 gruppo deceduto al 9° g di trattamento. 
Color. di Hotchkiss + Ematossilina; Ingr. 240 x. Vedi spiegazione nel testo. 


Fig. 9 - Tessuto epatico del coniglio del III gruppo soppresso al 27° g di trattamento 
con vitamina E + Marcumar. Color. di Hotchkiss + Ematossilina; Ingr. 240 x . Vedi spiegazione nel testo. 
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del glicogeno epatico riconosciutole’ e prin- 
cipalmente per la sua azione antijaluronidasica, 
pud trovare utile impiego nella prevenzione 
delle lesioni vascolari causate dalle sostanze 
ad effetto dicumarinico. 

Inoltre la netta attivita antidiffusoria dimo- 
strata dall’alfa-tocoferolo in corso di intos- 
sicazione con Marcumar convalida l’ipotesi, 
da noi gia espressa (35, 37), che le lesioni 
vascolari causate da questo anticoagulante 
siano da imputare ad una sua azione jaluro- 
nidasico-simile. 


RIASSUNTO 

In base all’ipotesi avanzata in precedenti ricerche 
che lesioni vascolari provocate dalle sostanze ad 
azione dicumarinica siano da imputare ad un effetto 
jaluronidasico-simile esercitato da questi anticoagu- 
lanti, gli AA. hanno saggiato l’azione della vitamina E, 
di cui é noto il potere anti-jaluronidasico, in conigli 
intossicati con Marcumar. Dai risultati ottenuti si 
puo dedurre che negli animali cosi trattati l’alfa- 
-tocoferolo allunga il tempo di sopravvivenza, limita 
gli effetti anticoagulanti, blocca o riduce l’azione 
jaluronidasico-simile esercitata da questo dicumari- 
nico sulle sostanze intercellulare e interfibrillare del 
mesenchima e quindi anche le propricta angiotos- 
siche, ed esplica un azione epatoprotettiva. 


RESUME 
Action protectrice de la vitamine E sur les lésions par 

« Marcumar ». 

En partant de l’hypothése formulée au cours de 
recherches précédentes, selon laquelle les lésions 
vasculaires provoquées par les jo soma a action 
dicoumarinique seraient 4 attribuer 4 un effet de 
type hyaluronidasique exercé par ces anticoagulants, 
les auteurs ont essayé l’action de la vitamine E, 
dont on connait le pouvoir anti-hyaluronidase, chez 
des lapins intoxiqués par « Marcumar ». Les résultats 
obtenus permettent de déduire que chez les animaux 
soumis 4 pareil traitement I’alpha-tocophérol allonge 
le temps de survie, limite les effets anticoagulants, 
stoppe ou réduit l’action de type hyaluronidasique 
exercée par ce dicoumarinique sur la substance 
intercellulaire et interfibrillaire du mésenchyme et 
aussi, par conséquent, ses propriétés angiotoxiques, 
en exercant en outre une action hépato-protectrice. 


SUMMARY 
The protective action of vitamin E on lesions produced by 

« Marcumar ». 

On the basis of the hypothesis, put forward during 
previous studies, that vascular lesions caused by 
substances with a dicoumarol-like action are due 
to a hyaluronidase-like effect exerted by the anti- 
coagulant, the authors tested the action of vitamin E, 


whose anti-hyaluronidase power is well known, in 
rabbits poisoned with Marcumar. From the results 
obtained, it may be deduced that in animals so 
treated, a-tocopherol increases the survival time, 
limits the anti-coagulating effects, blocks or reduces 
the hyaluronidase-like action exerted by this dicou- 
marol-like compound on the mesenchymal intra- 
cellular and intrafibrillar substance, and thus also 
the angiotoxic properties, and exerts a hepato-pro- 
tective action. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Uber die Schutzwirking des Vitamins E gegen Mar- 
cumar-vergiftungen. 

Mit Bezugnahme auf die in vorausgegangenen 
Arbeiten aufgestellte Hypothese, dass die durch 
dicumarinartig wirkenden Substanzen hervorgeru- 
fenen Veranderungen der Gefasse auf cine Jalu- 
ronidase-ahnliche, von solchen gerinnungshemmen- 
den Mitteln ausgeiibte Wirkung zuruckzufiihren 
scien, haben Verff. diesbeziiglich den Einfluss des 
Vitamins E, dessen Antijaluronidase-Wirkung be- 
kannt ist, an mit Marcumar vergifteten Kaninchen 
nachgepriift. Aus den erzielten Ergebnissen [asst 
sich schliessen, dass das Alpha-Tocopherol bei den 
auf diese Weise behandelten Tieren die Uberle- 
benszeit verlangert, dic Blutgerinnungs hemmung 
beschrankt und die Jaluronidase-ahnliche Wirkung 
dieses Dicumarinpraparates auf die Interzellular-und 
Interfibrillarsubstanz des Mesenchyms zusammen 
mit seiner angiotoxischen Einwirkung einschrankt 
oder aufhebt und gleichzeitig cine Leberschutz- 
wirkung ausiibt. 


RESUMEN 


Accién protectiva de la vitamina E sobre las lesiones 
por Marcumar. 

Basandose en la hipotesis adelantada en prece- 
dentes investigaciones de que las lesiones vasculares 
provocadas por las substancias de accién dicumari- 
nica se deban imputar a un efecto de tipo hialuro- 
nidasico ejercido por estos anticoagulantes, los autores 
han probado la accion de la vitamina E, de la cual 
es sabido el poder antihialurodinasa, en conejos in- 
toxicados por Marcumar. De los resultados obteni- 
dos se puede deducir que en los animales sometidos 
a este tratamiento el alfatocoferol alarga el tiempo 
de supervivencia, limita los efectos anticoagulantes, 
bloquea o reduce la accién de tipo hialurodinasico 
ejercida por este dicumarinico sobre la substancia 
intercelular e interfibrilar del mesénquima y por 
lo tanto también las propiedades angiotdxicas, desa- 
rrollando ademas una accidn hepatoprotectiva. 
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ISTITUTO DI CHIMICA BIOLOGICA DELL’UNIVERSITA DI ROMA 
(Direttore: Prof. A. Rossi-F.unelli) 


Determinazione cromatografica quantitativa 


dei derivati della vitamina B, 


P. FASELLA - C. BAGLIONI 


Winsten ed Eigen (1) hanno applicato la 
cromatografia su carta alla separazione delle 
tre forme non fosforilate della vitamina By, 
identificando e determinando i composti con 
metodo microbiologico. Questo procedimento 
perd, non permette una completa separazione 
tra piridossale e piridossina. Cacioppo (2) ha 
successivamente proposto un metodo croma- 
tografico pitt soddisfacente, che permette la 
separazione di tutti e tre i composti, la cui 
identificazione ¢ stata molto semplificata con 
ljitroduzione di indicatori chimici (reattivo 
di Folin-Denis: soluzione di cloruro ferrico 
all’ 1% :soluzione diacidosolfo-anilico diazotato 
all’ Questo procedimento non contempla 
pero una determinazione quaiititativa. Snyder 
¢ Wender (3) nel 1953 hanno ripreso in esame 
il problema ottenendo una buona separazione 
e la determinazione quantitativa con saggio 
microbiologico dei tre composti. I metodi 
finora citati non riguardano le forme fosfo- 
rilate. Recentemente Peterson c¢ Sober (4) 
hanno adattato la cromatografia su carta anche 
alla separazione dei derivati fosforici della 
vitamina B,. Con i solventi usati da questi 
AA. la separazione tra piridossale ¢ piridos- 
sina non ¢ perd pienamente soddisfacente; il 
metodo inoltre non comporta determinazioni 
quantitative. 

Una ottima separazione dei derivati della 
vitamina B,, sia fosforilati che non fosforilati, 
é stata ottenuta da Siliprandi, Siliprandi ¢ Lis 
(s) mediante elettroforesi su carta; i compesti 
venivano determinati spettrofotometricamente 
dopo eluzione dalla carta. 

Poiché non ci risulta che esistano metodi 


cromatografici quantitativi per le forme fo- 


sforilate della vitamina B, ¢ poiché i metodi 
di dosaggio microbiologico finora proposti 
per la determinazione delle forme non fosfo- 
rilate richiedono una attrezzatura speciale, 
ci siamo proposti I’claborazione di un proce- 
dimento cromatografico che consenta la 
separazione e ja determinazione quantitativa 
delle forme fosforilate e non fosforilate della 
vitamina B, in soluzioni pure. 


PARTE SPERIMENTALI 


Sostanze: abbiamo impiegato campioni com- 
merciali (H. La Roche) di piridossina idro- 
cloruro, piridossamina di idrocloruro e¢ piri- 
dossale idrocloruro; il piridossale fosfato e la 
piridossamina fosfata sono stati preparati se- 
condo Peterson ¢ Sober (4). 

Solvente: propanolo normale mi 80; acido 
formico 10% ml 20. 

Carta: carta Munktell non trattata. 
Direzione di scorrimento del solvente : ascendente. 
Tempo di scorrinento de! solvente: circa 18 h 
Identificazione delle macchie: si esamina il cro- 
matogramma alla luce ultravicletta (Mineral 
light, long wave filter, Ultraviolet Products 
Inc. South Pasadena, Calif.) direttamente op- 
pure dopo averlo esposto a vapori di ammo- 
niaca. Le sostanze appaiono come macchie 
fluorescenti, il cui colore, caratteristico per cia- 
scuna sostanza, ¢ riportato nella tabella 1. Le 
macchie possono anche essere messe in evidenza 
spruzzando il cromatogramma con una solu- 
zione di p-amino-aceto-ghenone diazotato se- 
condo Siliprandi ed altri (s). Entro pochi 
minuti appaiono Je macchie di colore variabile 
dal rosa all’arancione. 
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TABFLLA | 


macchie alla luce U. V. 


Comportamento delle 


Valore di Rf 


Piridossale ...... 0.66 
Piridossina ‘ 0.7 


La fig. 1 mostra un cromatogramma ot- 
tenuto secondo la tecnica precedentemente 
esposta, e fotografato per assorbimento ai 
ragei ultravioletti. 

I valori degli Rf per le varie sostanze sono 
riportati nella tabella 1. Come si. vede dalla 
tabella la risoluzione tra piridossale e¢ piridos- 
sina non ¢ piecnamente soddisfacente se pur 
migliore di quella otcenuta da Peterson ed 
altri (4). 


Fig. 1 
Separazione di una miscela di derivati della vitamina Bg. 
L == piridossamina fosfata; 2 == piridossale fosfato; 


= piridossamina; 4 == piridossale. 
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Dopo esposizione 
a vapori di ammoniaca 


Direttamente 


Fluorescenza viola Fluorescenza viola 


Fluorescenza celeste Fluorescenza celeste 
Fiuorescenza viola Fluorescenza viola 
Assorbimento Fluorescenza gialla 
Assorbimento Fluorescenza viola-celeste 


DETERM!NAZIONE QUANTITATIVA 


Una quantita nota della soluzione in esame 
viene deposta a circa 6 cm_ dall’estremita 
inferiore del cromatogramma mediante una 
siringa micrometrica Agla (Burroughs Well- 
come Ltd.). Le quantita di soluzione in esame 
deposte sulla carta oscillano dai 10 ai 50 mi- 
crolitri contenenti meno di 100 gamma di 
ciascuna sostanza. Avvenuta la separazione le 
carte vengono asciugate senza scaldare ¢ le 
macchie sono identificate direttamente alla 
luce ultravioletta. Delle strisce di carta uni- 
formi contenenti le singole macchie vengono 
ritagliate ed eluite con HCl 0.1 N secondo 
Brimley e Barret (6) raccogliendo 5 ml del 
liquido di eluzione in provette graduate. 
Questo volume é generalmente sufficiente per 
eluire completamente la sostanza; la eluzione 
pud essere continuata raccogliendo i! deflusso 
in una seconda provetta che sara tenuta come 
controllo. La eluzione pud anche essere sod- 
disfacentemente compiuta riducendo con le 
forbici la striscia di carta ritagliata dal cro- 
matogramma in piccoli frammenti ¢ ponen- 
dola in una provetta da centrifuga contenente 
esattamente 5 ml di una soluzione o.1 N di 
HCl, ed agitando con una bacchetta di vetro 
cosi da spappolare completamente la carta. 
Dopo 15 minuti la carta viene allontanata 
dalla soluzione per centrifugazione. 

I liquidi di eluzione vengono poi letti allo 
spettrofotometro Beckman ad una lunghezza 
d’onda adatta per ciascuna sostanza, usando 
come controllo il liquido raccolto lavando, 
nelle su esposte condizioni una striscia di 
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TABELLA Ii 


Recupero della piridossina, piridossale, piridossa- 
mina, pitidossal fosfato, piridossamina fostata dopo 
separazione cromatografica. 


Lun- Quantita|Quantita | 
ghezza deposta recu- pero 
| d’onda sulla perata 
mt cartapg) wg | 
| —| 
| | 
Piridossina ......... 290 60 60 100 
| 290 60 | 60 100 
290 60 $9 98.5 
| Piridossale  ........ 288 70 7O 100 
288 7° 68 97 | 
288 70 71 101 
Piridossamina fosfata 293 so | 49 98 
293 so | $0 100 
| 293 50 48 96 
| 293 | I10§ 10§ 
| Piridossale fosfato . .. 295 20 | 16 80 
295 20 16 80 
Piridossamina....... 293 50 49 98 
293 50 48 96 
293 §o0 48 96 
293 100 | 101 


carta ritagliata dallo stesso cromatogramma 
e di dimensioni uguali alle strisce contenenti 
le macchie. Il controllo, letto contro acqua 
distillata, ha generalmente una densita ottica 
inferiore a 0,03. Il calcolo si basa sulle curve 
di riferimento standard ricavate dai dati 
ottenuti con soluzioni pure dei singoli com- 
posti. I risultati di alcune determinazioni 
quantitative e le lunghezze d’onda alle quali 
sono state effettuate le letture per ciascun 
composto sono riportate nella tabella IL. 


RIASSUNTO 


Si descrive un metodo per la separazione cromato- 
grafica e determinazione spettrofotometrica quanti- 
tativa dei derivati della vitamina Bs. 


RESUMI 


Détermination chromatographique quantitative des dérivés 
de la vitamine B,. 
Les auteurs décrivent une méthode chromatogra- 
phique pour la séparation et la détermination quan- 
titative des dérivés de la vitamine Bx 


SUMMARY 
Quantitative chromatographic determination of vitamin B 
derivatives. 
A method is descriked for the chromatographic 
separation and quantitative determination of the 
vitamin B, derivatives. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Chromategrafische Messung der Vitamin B, Derivate. 
Fs wird eine chromatographische Methode zur 


Trennung und Messung der Vitamin B, Derivate aus 
einer Mischung is beschricbei. 


RESUMEN 
Determinacion cromatografica cuantitativa de los derivados 
de la vitamina Bg. 
Se describe un método para la separacion croma- 
tografica y determinacion espectrofotométrica cuan- 
titativa de los derivados de la vitamina Bg. 
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